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摘 要:目的 观察电针结合天麻素对帕金森病(PD)大鼠黑质酪氨酸羟化酶(TH)和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)表达的

影响,探讨电针结合天麻素对PD的保护机制。方法 将50只SD大鼠随机分为正常组、模型组、电针组、天麻素组和电

针结合天麻素组,每组10只。PD动物模型采用颈背部皮下注射鱼藤酮来造模,天麻素组给予天麻素腹腔注射;电针组

给予高频电针治疗;电针结合天麻素组先天麻素腹腔注射,再电针治疗;三组均治疗21d。采用免疫组织化学法和

WesternBlot检测黑质TH和TNF-α的表达。结果 与正常组相比,模型组大鼠黑质TH表达减少(P<0.01),天麻

素、电针和电针结合天麻素治疗后TH表达增加(P<0.01);与天麻素组和电针组相比,电针结合天麻素组TH表达增

加 (P<0.05)。与正常组相比,模型组大鼠黑质TNF-α表达增加(P<0.01),天麻素、电针和电针结合天麻素治疗后

黑质TNF-α表达减少(P<0.01),与天麻素组和电针组相比,电针结合天麻素组TNF-α表达减少(P<0.05)。结论 
电针结合天麻素可上调PD大鼠黑质TH表达,下调TNF-α表达,且作用强于天麻素或电针。
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Effectsofelectroacupuncturecombinedwithgastrodinontheexpressions
ofTHandTNF-αinsubstantianigraofPDmodelrats

NiJinzhong1,LiuMengxiang2,DongYue2,ZhaoXinyi2,LiBoyang2

(1.SchoolofBasicMedicine,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China;

2.SchoolofClinicalMedicine,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toobservetheeffectsofelectroacupuncturecombinedwithgastrodinontheexpres-
sionsoftyrosinehydroxylase(TH)andtumornecrosisfactor-α(TNF-α)insubstantianigraofratswithPar-
kinson’sdisease(PD),aimingtoexploretheprotectivemechanismofelectroacupuncturecombiningwithgast-
rodinonratswithPD. Methods 50SDratswererandomlydividedintoanormalgroup,amodelgroup,an
electroacupuncturegroup,agastrodingroupandaelectroacupuncture+gastrodingroup,with10ratsineach
group.ThePDmodelwasestablishedbysubcutaneousinjectionofrotenoneintotheneckandback.Thegast-
rodingroupwasgivengastrodinbyintraperitonealinjection.Theelectroacupuncturegroupwastreatedwith
high-frequencyelectroacupuncture.Theelectroacupuncture+gastrodingroupwastreatedwithinjectionofgas-
trodinintraperitonealfollowedbyelectroacupuncture.Allthreegroupsweretreatedfor21days.Thisstudy
employedimmunohistochemistryandWesternBlottodetecttheexpressionsofTHandTNF-αinsubstantia
nigra. Results Comparedwiththenormalgroup,themodelgrouphaddecreasedTHexpressioninsubstan-
tianigra(P<0.01);andTHexpressionincreasedafterthetreatmentwithgastrodin,electroacupunctureand
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electroacupuncturecombinedwithgastrodin(P<0.01).Comparedwiththoseofthegastrodingroupandthe
electroacupuncturegroup,theTHexpressionincreasedintheelectroacupuncture+gastrodingroup (P <
0.05).Comparedwiththenormalgroup,themodelgrouphadincreasedexpressionofTNF-αinsubstantia
nigra(P<0.01),butdecreasedexpressionofTNF-αafterthetreatmentwithgastrodin,electroacupuncture
andelectroacupuncturecombinedwithgastrodin(P<0.01).Comparedwiththegastrodingroupandtheelec-
troacupuncturegroup,theelectroacupuncture+gastrodingrouphaddecreasedTNF-αexpression(P<0.05).
 Conclusion Electroacupuncturecombinedwithgastrodincanup-regulateTHexpressionanddown-regulate
TNF-αexpressioninsubstantianigraofPDrats.Itseffectissuperiortotreatmentwithsinglegastrodinor
electroacupuncture.
  Keywords: Parkinson’sdisease;electroacupuncture;gastrodin;tyrosinehydroxylase;tumornecrosis

factor-α

  帕金森病(Parkinson’sdisease,PD)是一种神经

系统退行性疾病,其发病率随年龄增长而增加。临床

表现主要为静止性震颤、肌张力增髙、肢体僵直等运动

障碍。病因和发病机制尚不明确,以黑质多巴胺(do-
pamine,DA)能神经元持续丢失,进而导致纹状体中

的DA含量显著减少其主要特征[1]。目前的PD治疗

主要针对运动症状改善,以左旋多巴、DA受体激动剂

等药物疗法为主,这些药物旨在恢复纹状体中的DA
水平或作用于纹状体DA受体。药物疗法早期可以改

善PD患者的运动症状,但随着时间的推移,作用就会

逐渐减弱,以及产生一些并发症[2]。迄今为止,没有

很好的治疗方法来阻止或减缓 PD 的病情进展[3-4]。
需要发现用于PD治疗的新药物或治疗方法。近年来

临床研究表明,针刺对PD患者的运动障碍有改善作

用,针刺可以通过调节神经炎性反应等多个靶点来发

挥作用[5-6]。天麻素也可以减少PD小鼠黑质DA 能

神经元的凋亡[7]。本研究通过电针结合天麻素对PD
大鼠进行干预,探讨电针结合天麻素对PD的保护机

制。

1 材料和方法

1.1 动物及试剂 SPF级SD大鼠50只(济南朋悦

实验动物繁育有限公司),体重(200±10)g,合格证

号:SCXK(鲁)2014-0007。鱼藤酮、天麻素、酪氨酸羟

化酶(tyrosinehydroxylase,TH)和肿瘤坏死因子-α
(tumornecrosisfactorα,TNF-α)抗体(AffinityBio-
sciences公司)、二抗试剂盒(武汉博士德生物工程有

限公司)、WB相关试剂(上海碧云天生物技术有限公

司)。

1.2 实验分组 50只SD大鼠,随机分为正常组、模
型组、天麻素组、电针组和电针结合天麻素组,每组10
只。

1.3 模型制备 采用颈背部皮下注射鱼藤酮(2mg/

kg,浓度2mg/mL)制备动物模型,每日1次,连续4
周。

1.4 模型筛选 连续注射鱼藤酮4周后,参照陈忻

等[8]行为学评分标准筛选模型,行为学评分2分以上

即为成功模型。

1.5 干预方法 电针组:取太冲、合谷穴,采用连续

波,100Hz高频电针治疗21d。天麻素组:给予天麻

素(0.2g/kg)腹腔注射,治疗21d。电针结合天麻素

组:先天麻素(0.2g/kg)腹腔注射,再电针治疗21d。

1.6 标本采集 用于免疫组织化学实验的大鼠腹腔

内注射0.3%戊巴比妥纳(50mg/kg)进行麻醉,4%多

聚甲醛灌流固定后断头取脑,石蜡包埋。用于 WB实

验的大鼠用0.3%戊巴比妥纳腹腔注射麻醉,断头取

脑,参照大鼠脑立体定位图谱,冰面上用手术刀片从大

鼠中脑冠状切面迅速分离黑质,-80℃冰箱中保存。

1.7 免疫组织化学染色 石蜡切片(厚度为4μm)常
规脱蜡,抗原修复(微波),3% H2O2 孵育10min,PBS
冲洗后,封闭液(BSA)室温封闭后滴加浓度为1∶100
的TH和1∶100的TNF-α一抗,湿盒放冰箱4℃孵

育过夜。第2天37℃温箱先复温,PBS冲洗,滴加二

抗,室温孵育20min,再滴加SABC、DAB染色,显微

镜下观察。

1.8 WesternBlot检测 将30mg黑质组织加300

μL蛋白裂解液置于匀浆器中研磨,充分匀浆,匀浆液

离心15min后提取蛋白。BCA 法测定蛋白浓度,制
胶、上样、电泳、转膜、封闭、4℃冰箱孵育一抗(TH蛋

白抗体稀释比1∶400,TNF-α蛋白抗体稀释比1∶
600)、加二抗37℃孵育2h、曝光显影、凝胶成像仪成

像和图像分析。

1.9 统计学方法 采用SPSS16.0统计软件进行统

计学分析,数据用(췍x±s)表示,组间比较采用单因素方

差分析,P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫组化染色法检测PD大鼠黑质TH表达 
正常组黑质TH 阳性神经元胞浆着色为棕褐色,胞体

轮廓清晰,突起可见。与正常组比较,模型组黑质TH
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阳性神经元数目显著减少(P <0.01),胞浆浅染,形
态轮廓变性或缺失。与模型组比较,电针组、天麻素组

和电针结合天麻素组黑质 TH 阳性神经元数目均显

著增加(P<0.01)。与电针组和天麻素组比较,电针

结合天麻素组黑质TH阳性神经元数目显著增加(P
<0.05)。见图1。

2.2 免疫组化染色法检测PD大鼠黑质TNF-α表达

 正常组黑质TNF-α阳性神经元胞浆染色为浅棕色。
与正常组比较,模型组黑质TNF-α阳性神经元数目显

著增加(P<0.01),胞浆染色加深。与模型组比较,
电针组、天麻素组和电针结合天麻素组黑质TNF-α阳

性神经元数目均显著减少(P <0.01)。与电针组和

天麻素组比较,电针结合天麻素组黑质TNF-α表达显

著减少(P<0.05)。见图1。

注:与 N 组(对照组)比较,▲P <0.01;与 M 组(模型组)比

较,■P<0.01;与EA组(电针组)比较,◆P<0.05,与D组(天

麻素组)比较,●P<0.05;EA+D为针药结合组。

图1 电针结合天麻素对PD模型大鼠TH、

TNF-α表达的影响 (n=10)

2.3 WesternBlot检测PD大鼠黑质TH 蛋白表达

 与正常组比较,模型组黑质TH蛋白表达显著减少

(P<0.01)。与模型组比较,电针组、天麻素组和电

针结合天麻素组黑质TH蛋白表达均显著增加(P<
0.01)。与电针组和天麻素组比较,电针结合天麻素组

黑质TH蛋白表达显著增加(P<0.05),见图2。

2.4 WesternBlot检测PD大鼠黑质TNF-α蛋白表

达 与正常组比较,模型组黑质TNF-α蛋白表达显著

增加(P<0.01)。与模型组比较,电针组、天麻素组

和电针结合天麻素组黑质TNF-α蛋白表达均显著减

少(P<0.01)。与电针组和天麻素组比较,电针结合

天麻 素 组 黑 质 TNF-α蛋 白 表 达 显 著 减 少 (P <

0.05)。见图2。

注:与N(对照组)比较,▲P<0.01;与 M(模型组)比较,■P<
0.01;与EA(电针组)比较,◆P<0.05,与D(天麻素组)比较,
●P<0.05;EA+D为针药结合组。

图2 电针结合天麻素对PD模型大鼠TH蛋白、TNF-α
蛋白表达的影响 (n=10)

3 讨论

PD的主要病理改变为黑质致密部DA能神经元

变性凋亡、α-突触核蛋白(α-synuclein,α-syn)的聚集和

路易小体形成[9]。α-syn具有神经毒性,能够激活小胶

质细胞,激活的小胶质细胞会产生大量的炎症因子如

TNF-α、白细胞介素-1β(interleukin-1β,IL-1β)和神经

毒性因子等,进而产生神经炎性反应[10]。FERREIRA
SA等[11]研究表明 PD患者脑中炎症因子如TNF-α
和IL-1β的表达水平显著升高;在1-甲基-4-苯基-1,2,

3,6-四氢吡啶(1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahy-
dropyridine,MPTP)及6-羟基多巴胺(6-hydroxydo-
pamine,6-OHDA)诱导的PD动物模型中,小胶质细

胞被激活并产生大量的炎症因子[12-13]。此外,SAN-
TOSCC等[14]和PAINS等[15]研究表明激活的小胶

质细胞可以通过介导神经炎症反应,在PD病理发展

过程中发挥重要作用。鱼藤酮又被称为毒鱼藤,脂溶

性强,可直接穿透血脑屏障。鱼藤酮可通过活化丝裂

原活化蛋白激酶(mitogen-activatedproteinkinase,

MAPK)磷酸化,从而激活核转录因子kB(nuclearfac-
torkB,NF-kB)通路,再激活小胶质细胞,进而导致

DA能神经元的损伤[16-17]。
天麻素是从天麻中提取的主要活性成分,其药用

价值高且毒副作用小。WANG W Y等[18]研究表明,
天麻素对PD病理变化具有保护作用。在中脑腹侧被

盖区注射6-OHDA建立的PD大鼠模型中,天麻素可

改善PD大鼠的运动失衡,增加 VTA 中 TH 阳性神

经元的表达。HADDADIR等[19]研究也发现天麻素

—124—

2023年             右江民族医学院学报              第3期



可以改善6-OHDA单侧损伤大鼠的运动失衡。产翠

翠等[20]研究发现天麻素对脑缺血大鼠TNF-α的产生

具有抑制作用。LIC等[21]报道天麻素可通过抑制

NF-KB信号通路和 MAPK磷酸化来减少鱼藤酮诱导

的PD大鼠模型中活化小胶质细胞的数量,表明天麻

素可以减轻PD模型大鼠黑质中小胶质细胞的活化,
并下调黑质TNF-α和IL-1β等促炎细胞因子的表达,
从而起到减少DA能神经元凋亡的作用。KUMARH
等[22]研究发现,天麻素可通过减少半胱氨酸天冬氨酸

蛋白水解酶-3(cysteineaspasticacid-specificprotease
3,caspase-3)、下调氧自由基等途径抑制黑质DA能神

经元凋亡。WANGXL等[23]进一步研究发现,天麻

素可通过加强ERK1/2-Nrf2通路信号传导,提高抗氧

化酶的活性,减少DA能神经元凋亡。
近年来研究表明电针可能通过抑制神经炎性反

应,减少α-syn的病理性聚集,保护线粒体结构及功

能,平衡细胞稳态,来增强黑质 TH 表达,抑制黑质

DA能神经元凋亡[24-25]。李含章等[26]研究发现电针可

提高血清和黑质中的TH水平,明显改善PD小鼠的

行动能力。电针可通过调节PD大鼠体内 MAPK信

号通路,减少TNF-α和IL-1β等炎症因子的表达来发

挥抗PD作用[27]。黄锐等[28]研究表明电针联合天麻

素对阿尔茨海默病大鼠海马神经元也具有保护作用。

TH是DA合成的关键酶,与PD发生、发展具有

相关性。本研究结果表明PD大鼠黑质DA 能神经元

明显减少、TNF-α表达明显增加,电针和天麻素干预

都可增加PD模型大鼠黑质TH的表达、降低TNF-α
表达,但电针结合天麻素的干预作用要强于单用天麻

素或电针。电针结合天麻素的作用可能是通过降低

TNF-α表达,减少通过TNF-α介导的神经炎性反应,
减轻小胶质细胞的活化,从而减少DA能神经元凋亡,
增加黑质TH的表达。
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